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RESUMO 
 
O receptor purinérgico P2X7 é um canal iônico permeável a cátions 
pertencente da família P2X (P2X1-P2X7). Ele é ativado por altas concentrações (100µM – 
1000µM) de ATP (Adenosine 5′-triphosphate), apresentando duas distintas respostas: 1) 
uma rápida ativação do canal, 2) uma segunda ativação, lenta e continua, que gera largos 
poros na membrana celular, permeáveis a grande moléculas (900 Da). O receptor P2X7 
está envolvido em processos como morte celular, formação de células gigantes e 
secreção de citocinas como IL-1β e está predominantemente presente em células imunes. 
Neste estudo foi examinado como as altas correntes do P2X7 são geradas e qual o 
mecanismo necessário para serem ativadas em oócitos de Xenopus laevis. Os oócitos 
foram cirurgicamente retirados de uma rã adulta de Xenopus laevis e injetamos o cRNA 
do P2X7 para expressa-los na membrana celular. Medimos a condutância através da 
técnica de Voltage Clamp (TEVC). A incubação dos Oócitos superexpressos com P2X7 
em BABTA-AM demonstrou que o Ca2+ extracelular, e não intracelular, é necessário para 
gerar altas correntes não seletivas através do P2X7, e a reposição de íons extracelular (Cl
- 
e Na+) demonstrou regula-las. A mutação de truncamento da cauda C-terminal na 
proteína P2X7 gerou uma corrente menor após a estimulação com 1mM de ATP. E ainda 
três bloqueadores de canais o Ácido Tânico, o AO1 e o NPPB inibiram significativamente 
as correntes geradas pelo P2X7. Nós concluímos que (i) Os oócitos de Xenopus que 
expressam P2X7 produzem altas correntes não seletivas após estimulação com ATP, (ii) A 
ativação do P2X7 requer tanto o influxo de Ca2+ e a cauda C-terminal, e (iii) as correntes 
do P2X7 são regulados por cátions e ânions extracelulares. 
 
Termos de Indexação: Receptores Purinérgicos P2X7; Trifosfato de Adenosina; Xenopus 
laevis; Voltage Clamp. 
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ABSTRACT 
The purinergic P2X7 receptor is an ion channel permeable to cations which 
belong to the P2X family (P2X1-P2X7). It is activated by high concentrations (100μM - 
1000μM) of ATP (adenosine 5'-triphosphate), presenting two distinct responses: 1) a rapid 
activation of the channel, 2) a second activation, slow and continuous, which generates a 
large pore in the cell membrane permeable to large molecules (900 Dalton). The P2X7 
receptor is involved in processes such as cell death, giant cell formation and secretion of 
cytokines such as IL-1β and is present predominantly on immune cells. In this study we 
examined how the P2X7 high currents are generated and what is the mechanism required 
to be activated in Xenopus laevis oocytes. Oocytes were surgically removed from an adult 
frog Xenopus laevis and injected with cRNA to express the P2X7 in the cell membrane. We 
measure the conductance through the Voltage Clamp technique (TEVC). Incubation of 
oocytes overexpressed with P2X7 receptors in BABTA-AM demonstrated that extracellular 
Ca2+, and do not intracellular, it is necessary to generate nonselective high currents 
through P2X7, and replacing extracellular ions (Cl- and Na
+) showed regulate them. The 
truncation mutation in C-terminal tail of the P2X7 protein generated a smaller current after 
stimulation with 1 mM ATP. And three channel blockers Tannic Acid, AO1 and NPPB 
significantly inhibited the generated currents by P2X7. We conclude that (i) Xenopus 
oocytes expressing P2X7 produce a nonselective high currents after stimulation with ATP 
(ii) Activation of the P2X7 requires both the influx of Ca
2+ and C-terminal tail, and (iii) the 
currents of the P2X7 are regulated by extracellular cations and anions. 
 
Index Terms: Purinergic Receptors P2X7; Adenosine Triphosphate; Xenopus laevis; 
Voltage Clamp 
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INTRODUÇÃO 
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Na década de 70 do século passado foram descritos receptores para 
nucleotídeos e nucleosídeos, conhecidos como receptores purinérgicos e também 
como purinoceptors. São uma família de moléculas presente na membrana 
plasmática celular, que são encontrados em quase todos os tecidos de mamíferos. 
Diversas funções fisiológicas têm sido relacionadas à sinalização intercelular por 
esses receptores. Podemos destacar as seguintes: secreção exócrina e 
endócrina; respostas imunes; inflamação; transdução mecanosensitiva; agregação 
plaquetária e vasodilatação endotelial, proliferação celular, diferenciação, 
migração e morte Estes são subdivididos em duas famílias de receptores: P1 ou 
adenosina e P2 (Dubyak & el-Moatassim, 1993; Harde et al., 1995; Fredholm et 
al., 1997; Ralevic et al., 1997; Burnstock, 2006.). 
 
Figura 1: Representação esquemática da estrutura das proteínas Adenosina/P1 e P2Y 
composto por: 7 domínios transmembranares (TM1 e TM2), a cauda Amina Terminal 
(H3N+) extracelular e a cauda Carboxílica Terminal (COO-) intracelular que liga-se a 
Proteína G (Adaptado de Fileds & Burnstock, 2006). 
 
Os receptores de adenosina/P1 ainda subdividen-se em quatro 
subtipos: A1, A2A, A2B e A3. Todos esses receptores ligam-se em proteínas G 
(Tabela 1), que são uma família de proteínas envolvidas na transmissão de sinais 
a partir de uma variedade de diferentes estímulos externos de uma célula para o 
interior da célula. Estes subtipos em sua estrutura apresentam sete domínios 
putativos transmembranares (TM) de aminoácidos hidrofóbicos, o N-terminal da 
proteína está localizado no lado extracelular e o C-terminal do lado da membrana 
citoplasmática (Figura 1). Eles têm sido clonados a partir de uma variedade de 
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espécies e caracterizados pela expressão funcional nas células de mamíferos ou 
em oócitos de Xenopus apresentando afinidades bem distintas para o agonista 
endógeno (adenosina), com EC50 de 73µM até 6500µM, sendo que mais de um 
desses receptores podem ser expressos pela mesma célula. Este fato levanta 
dúvidas sobre a importância funcional da colocalização dos mesmos (Burnstock, 
2006; Fredholm et al., 1997; Ralevic et al., 1997;  Burnstock et al., 2009; 
Abbracchio, 1994). 
Tabela 1: Características dos receptores de purinas e pirimidinas. 
Receptor Distribuição Principal Mecanismos de Transdução 
P1 A1 Cérebro, medula espinhal, testículos, 
coração, terminais nervosos 
autonômicos 
Gi1, Gi2 e Gi3, ↓cAMP 
P1 A2A Cérebro, coração, pulmões, baço GS, ↑cAMP 
P1 A2B Intestino grosso, bexiga GS, ↑cAMP 
P1 A3 Pulmão, fígado, cérebro, testículos, 
coração 
Gi2, Gi3 e Gq/11, ↓cAMP, ↑Ins(1,4,5)P3 
P2X1 Músculo liso, as plaquetas, cerebelo, 
dorsal chifre neurônios espinhais 
Canal de cátions Intrínseco (Ca
2+
 e NA
+
) 
P2X2 Músculo liso, SNC, retina, células 
cromafins, gânglio autônomo e 
sensorial 
Canal iônico intrínseco (particularmente 
Ca
2+
) 
P2X3 Neurônios sensoriais, NTS, alguns 
neurónios simpáticos 
Canal de cátions Intrínseco 
P2X4 SNC, testículos, cólon Canal iônico intrínseco (particularmente 
Ca
2+
) 
P2X5 Células em proliferação na pele, 
intestino, bexiga, timo, medula espinal 
Canal iônico intrínseco 
P2X6 SNC, neurônios motores na medula 
espinhal 
Canal iônico intrínseco 
P2X7 Células apoptóticas, por exemplo, 
células do sistema imunológico, 
pâncreas, pele 
Canal de cátions intrínseco e um largo 
poro com ativação prolongada 
P2Y1 Células epiteliais e endoteliais, 
plaquetas, células do sistema 
imunológico, osteoclastos 
Gq/G11; PLC-β ativação 
P2Y2 Células imunes, células epiteliais e 
endoteliais e dos túbulos renais, 
osteoblastos 
Gq/G11 e, possivelmente, Gi; PLC-β 
ativação 
P2Y4 Células endoteliais Gq/G11 e, possivelmente, Gi; PLC-β 
ativação 
P2Y6 Algumas células epiteliais, placenta, 
células T do timo 
Gq/G11; PLC-β ativação 
P2Y11 Baço, intestino, granulócitos Gq/G11 e Gs; PLC-β ativação 
P2Y12 Plaquetas, células gliais Gi (Go); inibição da adenilato ciclase 
P2Y13 Baço, cérebro, gânglios linfáticos, 
medula óssea 
Gi/Go 
P2Y14 Placenta, tecido adiposo, estômago, 
intestino delgado, regiões discretas do 
cérebro 
Gq/G11 
(Fonte: Modificado de Burnstock 2006) 
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Os receptores P2X são canais iónicos ATP-dependente e trabalham 
como trímeros para formar um canal que medeia uma rápida (dentro de 10 ms) 
permeabilidade seletiva para cátions (Na+, K+ e Ca2+) através da membrana 
celular, resultando num aumento em Ca2+ intracelular e uma despolarização 
(Bean, 1992; Dubyak and el-Moatassim, 1993; North, 1996).). Isto é apropriado, 
dado a sua distribuição em células excitáveis (células do músculo liso, neurónios e 
células da glia) e papel como mediadores da neurotransmissão excitatória rápida 
em ATP em ambos os sistemas nervosos central e periférico. São constituídos de 
sete subtipos clonados em mamíferos (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, 
P2X7) e apresentam perfis farmacológicos distintos, sendo ativados por ATP, ADP, 
UTP, e UDP (Burnstock, 2006; Burnstock, 2009; Abbracchio & Burnstock, 1994; 
Ralevic V & Burnstock, 1998). 
A estrutura proteica dos P2X contém 379-472 aminoácidos e acredita-
se inserir na membrana da célula, para formar um poro que compreende dois 
domínios transmembranares hidrofóbicos, sendo grande parte da proteína 
extracelular como loop hidrofóbico (Figura 2) (Ralevic, 1997). 
 
Figura 2: Representação esquemática da estrutura das proteínas P2X composta por: dois 
domínios transmembranares (TM1 e TM2), a cauda Amina Terminal (H3N
+) e a cauda 
Carboxílica Terminal (COO-) e um loop extracelular. (Adaptado de Wikipedia, 2013). 
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Cátions podem modular correntes ativadas pelo ATP em receptores 
P2X nativas e endógena. Mg2+ e Ca2+ geralmente inibem as correntes de 
receptores P2X, provavelmente por diminuição da afinidade do sítio de ligação de 
ATP, por uma alteração alostérica do receptor (Honoré et al., 1989;. Nakazawa et 
al., 1990,. Li et al., 1997a). Zn2+ potencia a condutância catiónica induzida por ATP 
na maioria dos receptores P2X, o receptor P2X7 é uma exceção a este respeito, 
pois é inibida por Zn2+ e Cu2+ (Virginio et al., 1997). 
A modulação da afinidade do sítio de ligação ao ATP ocorre por protóns 
extracelulares, o pH ácido provoca um aumento, e pH alcalino provoca uma queda 
na corrente. Isto pode ser particularmente significativos para a sinalização 
mediada pelo receptor P2X em condições fisiopatológicas onde lesão ou 
inflamação pode alterar profundamente pH extracelular (King et al., 1996;. Li et al., 
1996, 1997b;. Wildman et al., 1997). 
A maioria destas proteínas receptoras têm distribuições generalizadas e 
na maioria dos tecidos expressam mais do que um subtipo de receptor P2X, o que 
pode levar a hetero polimerização. As exceções são os receptores P2X3, que 
apenas estão expressos nos gânglios sensoriais (Chen et al., 1995; Lewis et al., 
1995), P2X1, que é o principal subtipo expressos em músculo liso (Valera et al, 
1994), e P2X4, que é o único subtipo expresso nas células acinares de glândulas 
salivares (Buell et al., 1996b). A principal distribuição dos receptores P2X é em 
tecido excitável tais como o músculo liso e nervos, embora também tenham sido 
clonadas a partir de, ou têm demonstrado ser expressos por, tecidos endócrinos: 
P2X4 (Figura 3) (Wang et al., 1996), plaquetas: P2X1-like (MacKenzie et al., 1996) 
e células HL60 promielócito P2X1-like (Buell et al., 1996a). 
Dentre os receptores P2X, o receptor P2X7 se destaca por possuir 
características peculiares em ativação e estrutural. Ele é estruturalmente 
semelhante a outros receptores de P2X exceto para o fato de que ele apresenta 
uma cauda C-terminal intracelular significativamente mais longo (240 
aminoácidos) do que a outros receptores P2X, dos quais, pelo menos, o últimos 
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177 aminoácidos são essenciais para a indução do poro não selectivo (Surprenant 
et al., 1996).  
A proteína e o mRNA do receptor P2X7 são distribuídos geralmente nas 
células de origem hematopoiética como: células da medula óssea, incluindo 
granulócitos, monócitos/macrófagos, linfócitos B, macrófagos no cérebro (Collo et 
al., 1997), mastócitos (Cockcroft & Gomperts, 1980; Tatham et al., 1988; Tatham e 
Lindau, 1990), macrófagos (Steinberg et al., 1987. ; Greenberg et al., 1988, el 
Moatassim e Dubyak, 1992, 1993; Murgia et al., 1992, 1993,. Hickman et al., 
1994,. Falzoni et al., 1995), a linha celular de monócitos humanos THP-1. 
(Humphreys & Dubyak, 1996), fibroblastos (Weisman et al., 1989; Erb et al., 1990,. 
Pizzo et al., 1992.), eritrócitos (Parker & Snow, 1972), células de eritroleucemia 
(Chahwala & Cantley, 1984) e os linfócitos (Wiley et al., 1994;. Gargett et al., 
1996;. Jamieson et al., 1996, Markwardt et al., 1997) hepatócitos (Zoetewij et al., 
1996) e células acinares da glândula parótida e salivares (Sasaki & Gallacher, 
1990; McMillian et al., 1993, Soltoff et al., 1992, 1993).  
 
Figura 3: Receptor P2X7 funcional em trímeros. Após ativado pelo ATP gera um influxo de 
Na+ e Ca2+ e um efluxo de K+ (Facebook, 2013a). 
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A ativação do receptor P2X7 requer altas concentrações (100µM – 
1000µM) de seu ligante natural, ATP (Adenosine 5′-triphosphate), diferente das 
necessárias para outros membros deste grupo. Após ativo, provoca uma 
despolarização da membrana e um influxo rápido de cátions e é um processo 
reversível. No entanto, uma ativação continua, provoca um aumento da 
permeabilidade bidirecional, assim formando um largo poro, permitindo o 
transporte de uma variedade de ións incluindo Na+, K+, e Ca2+ e pequenas 
moléculas com um peso molecular inferior ou igual a 900 Daltons, exceto nos 
linfócitos onde o limite é de 200 - 300 Daltons. A natureza desse poro, bem como 
os mecanismos responsáveis por sua abertura, é em grande parte desconhecida 
(Ohlendorff et al., 2007, Burnstock, 2009; Ralevic et al., 1997). 
 
Figura 4: Proteína cristalizada do receptor P2X4 do
 peixe Zebra. a. Vista lateral. b. Vista 
superior c. Vista inferior (Wikipedia, 2012). 
 
Existem duas hipoteses de como esse largo poro é formado. A primeira 
é que o alto influxo de Ca2+, despolarizando a membrana e podendo ativar outras 
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proteinas de membrana. A segunda hipotese é que a longa cauda C-terminal 
interage com outras proteínas de membrana gerando assim o poro (Smart et al., 
2002; Smart et al., 2003; Riedel et al., 2007), alguns grupos acreditam que essa 
proteína é a Panexina (Figura 5) (Locovei et al., 2007; Alberto et al., 2013). Sabe-
se que este efeito está associado com a sua citotoxicidade e que a 
permeabilização envolve o C-terminal citoplasmático da proteína (Surprenant et 
al., 1996, Smart et al., 2003). 
 
Figura 5: Sinalização do receptor P2X7. O ATP extracelular pode atuar como um sinal de 
perigo para ativar o inflamassoma NLRP3 e promover a ativação da caspase-1 e 
libertação de uma IL-1β madura. Também a hipótese da cauda C-terminal do P2X7 
interagir com a Panexina. (Facebook, 2013b) 
 
De um modo geral, o receptor P2X7 é referido como um receptor 
citotóxico. Sua ativação, seguida da formação de um canal de alta condutância, da 
ativação de enzimas e da reorganização do citoesqueleto, resulta em apoptose ou 
necrose em diversos tipos celulares (Figura 5) (Deli et al., 2008). No entanto, essa 
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citotoxicidade é em geral, resultado de grande estimulação farmacológica, fato que 
deve ocorrer in vivo, somente em condições patológicas extremas (Di Virgilio et 
al., 2009). A ativação do receptor P2X7 em macrófagos humanos desencadeia a 
liberação da citocina inflamatória IL-1β, o que pode proporcionar uma pista para o 
papel fisiológico e/ou fisiopatológico deste receptor (Griffiths et al., 1995; Ferrari et 
al., 1997; Adinolfi et al., 2012). Além disso, vários relatórios revelaram uma 
intrigante atividade da promoção do crescimento deste receptor, o que parece ser 
indispensável para alguns tipos de células, tais como linfócitos T e células 
microgliais de rato primários. Uma das características mais intrigantes do efeito 
trófico de P2X7 é a sua capacidade para suportar a sobrevivência e o crescimento 
na ausência de soro (Adinolfi et al., 2012). Nessa perspectiva, o receptor P2X7 é 
superexpresso em diversos tumores malignos, como, por exemplo, 
neuroblastomas, câncer de próstata, pâncreas, leucemia linfocítica crônica, fato 
que torna este receptor um possível alvo farmacológico (Bianco et al., 2006; 
Adinolfi E et al., 2012; Sun, 2010; Raffaghello et al., 2006). 
Há esperanças, de que existam intervenções terapêuticas úteis 
baseadas nesses receptores, e principalmente no P2X7, para uma variedade de 
distúrbios neurológicos, incluindo doenças neurodegenerativas, dor, enxaqueca e 
doenças dos sentidos especiais, será desenvolvido em um futuro não muito 
distante. 
O modelo usado para este estudo foi a expressão de cRNA da proteína 
hP2X7 em oócitos de Xenopus laevis. Esse tem sido as primeiras espécies 
utilizadas por pesquisadores, que proporcionam grandes quantidades de ovos e 
embriões com um material ideal para trabalhos embrionários e bioquímicos. O 
Xenopus é usado extensivamente em biologia celular, biologia molecular, biologia 
de desenvolvimento e neurobiologia, por apresentarem abundantes embriões, que 
são resistentes e fornecem grandes quantidades de material para análises de 
biologia moleculares e bioquímicas. Além disso, eles podem ser injetados com 
produtos de genes, construções em fases iniciais de clivagem ou manipulado 
cirurgicamente, como também é um sistema poderoso para as atividades de 
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monitoramento de genes, como a identificação ou ensaio de atividades de canais 
iônicos (Kashiwagi et al., 2010; Nutt, 2012; Pearl et al., 2012) . 
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OBJETIVOS 
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Objetivo Geral: 
 Estudar a ativação do receptor hP2X7 em oócitos de Xenopus laveis. 
 
Objetivos Específicos: 
 Analisar quais íons estão presente nessas altas correntes iônicas geradas; 
 Analisar se a cauda C-Terminal é necessária para as altas correntes iônicas 
geradas; 
 Analisar a importância do Cálcio nessas altas correntes iônicas geradas; 
 Analisar diferentes bloqueadores na tentativa de inibir essas altas correntes 
iônicas geradas. 
. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 – Preparação do cRNA 
cRNA complementares foram sintetizados por transcrição in vitro. Para 
este efeito, o cDNA que codifica cada proteína a ser expressa foi linearizado na 
extremidade 3' da inserção utilizando as enzimas de restrição. Este cDNA foi 
utilizado como molde para a transcrição in vitro utilizando T7, T3 ou SP6 promotor 
e polimerase (Promega), de acordo com o vetor em que a inserção foi clonada. 
 
Figura 6: a. Imagem representativa da Rã de Xenopus laevis (Ruhr Universität Bochum, 
2013) b. Sacos contendo oócitos recém retirados de um Rã de Xenopus laevis c. Oócito 
único com 1.0-1.2 mm (cRNA micro injection into Xenopus oocytes, 2013) d.Oócitos 
únicos incubados em uma placa de petri (Lohres, 2013). 
 
3.2 – Preparações dos Oócitos  
3.2.1 – Cirurgia 
Os oócitos foram isolados a partir de uma cirurgia em rãs adultas de 
Xenopus laevis fêmea (Figura 6a). A rã foi anestesiada em uma caixa (0,0045m3) 
contendo dois litros de água com o etil 3-aminobenzonato metanosulfonato 
(3,8mM) por 15 minutos. Depois de anestesiada a rã foi colocada com a parte 
anterior para cima em um caixa de isopor contendo gelo e papel toalha imergido 
em anestésico, para a rã não ficar em contato direto com o gelo. Na região 
anterior próximo a virilha, um corte de aproximadamente 1cm foi feito na pele e no 
músculo com uma tesoura cirúrgica esterilizada, escolhendo um lado (esquerdo ou 
direito), pois uma rã adulta pode ser operada para retirada dos oócitos até 6 ou 8 
vezes com intervalos de um mês. Com o auxilio de uma pinça esterilizado, os 
sacos contendo os oócitos (figura 6b) foram retirados e incubados em solução 
OR2 (em mM: NaCl 82,5; KCl 2; MgCl2 . 6 H2O 1; HEPES 5), em uma placa de 
a b c d 
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petri (figura 6d). Ao pegar a quantidade necessária de oócitos, o corte foi suturado 
com uma agulha de sutura (atraumatic sutures; atraumatisches Nahtmaterial; 
Ethicon, Prolen, nicht resorbierbar, 6x0, 45 cm, firma: Johnson & Johnson) em 
duas etapas: a primeira o músculo e segundo a pele. A rã foi lavada gentilmente e 
água corrente, e coloca de volta na caixa (pré lavada e preenchida com apenas 
água), com o nariz para fora da água para não correr o risco dela morrer. Após 4h, 
em média, a rã já acordada era devolvida para o aquário. 
 
Figura 7: Imagem representativa do oócito com a micropipeta empalando-o na parte 
vegetativo, local aconselhável para o empalhamento, para injetar o cRNA. 
 
3.2.2 – Defoliculando os oócitos 
Após a retirada os oócitos, esses foram incubados em solução OR2 em 
uma placa de petri. Esses foram defoliculados por um tratamento de uma hora 
com colagenase (tipo A; Boehringer – Alemanha) em uma incubadora por 1h a 
16oC a 240 rpm. Subsequentemente, foi retirada a coalgenase, e os oócitos foram 
lavados, com o auxilio de um tubo falcon de 50ml, com uma solução tampão ND96 
(em mM: NaCl 96, KCl 2, CaCl2 1,8, MgCl2 1, HEPES 5, piruvato de sódio 2,5, pH 
7,55) contendo Soro fetal bovino (5% Sigma aldrich), para parar a ação da 
colagenase. Essa solução foi descartada e os oócitos foram novamente lavados 
em solução ND96 por 10 vezes. Após obter oócitos únicos, esses foram incubados 
em uma placa de petri contendo ND97 (em mM NaCl 96; KCl 2; CaCl2 . 2 H2O 1,8; 
MgCl2 . 6 H2O 1; HEPES 5; Na-Piruvato 2,5; Teofilina 0,5; Gentamicina (50 mg/ml) 
1mL) na incubadora a 16ºC. 
3.2.3 – Injeção de cRNA 
Oócitos viáveis e maduros foram escolhidos (Figura 6c) e injetados, 47 
nL de solução por oócito, contendo o cRNA e água livre de nucleasse, na parte 
vegetativa do oócito (Figura 7), com o auxilio de um microinjetor (Figura 8b), e do 
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microscópio (Zeiss). O cRNA foi injetado, em média em quarenta oócitos por 
grupo, para que esses codifiquem as proteínas diferentes de acordo com o 
experimento, no estudo, isso incluiu: receptor purinérgico - P2X7 (controle positivo), 
P2X7 E496AK2 (mutação na cauda C-terminal), P2X7 -his tag (tag colocado ao final 
da cauda C-terminal) e P2X7 -truncado (foi cortada parte da cauda C-terminal). 
Oócitos também foram injetados com água livre de nuclease para servirem como 
controles negativos. Após a injeção os oócitos foram separados em diferentes 
placas de petri (de acordo com o cRNA injetado) e incubados em ND97 a 16ºC por 
2 a 4 dias. 
 
 
Figura 8: Bancada de injeção de cRNA em Oócitos de Xenopus laevis. a. Instrumentos 
para pegar os oócitos e peça de acrílico para esses manter-se imóveis, assim facilitar a 
injeção; b. Mecanismo para injeção da solução com o cRNA (47nL por oócito); c. 
Microscópio. 
 
3.3. – Eletrofisiologia: Voltage-Clamp 
Dois a quatro dias após a injeção do cRNA, oócitos viáveis, pois alguns 
acabavam por morrer, foram separados para os experimentos. O setup de 
perfusão (Figura 10a) foi preenchido com as soluções requeridas, no béquer a 
solução tampão ND96 e nas seringas as demais soluções, e ligado. O setup 
perfusão deve estar funcionando perfeitamente sem bolhas, pois essas interferem 
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no experimento. Logo após imergir as duas micropipetas preenchidas com 3mM 
de KCl e dois eletrodos (Clark Instruments Ltd, Salisbury, Reino Unido), um de 
corrente e o outro de voltagem, no banho para calibrar o amplificador, tendo que 
deixar em zero a voltagem e a corrente e as pipetas devem apresentar 
resistências menores que 1MΩ. Retiramos os eletrodos do banho e inserimos o 
oócito e com o auxilio do microscópio empalamo-os com as duas micropipetas, 
nesse passo é necessário atenção, pois as duas micropipetas devem-se estar 
inseridas no oócito (Figuras 9, 10, 11, 12). 
 
Figura 9: Esquema do TEVC (do inglês: Two Electrode Voltage Clamp), dois eletrodos de 
clamp de voltagem. O oócito foi colocado em um banho contendo a solução tampão ND96 
e empalado por duas micropipetas, com os eletrodos de corrente (esquerda) e de volgem 
(direita) imergidos em KCl. Outros dois eletrodos de referência foram colocados no banho. 
 
Assim iniciamos o experimento, ligando o clamp que foram calibrados 
para gerar pulsos de -60 a +40 mV, em passos de 10 mV, cada um segundo por 
um Gerador de pulso 5.1 (AD-Elektronik®). O banho foi continuamente 
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perfundidos a uma taxa de 5 ml/min com ND96 e ND96 com 100µM Ca2+ e livre de 
MgCl2 (em mM: NaCl 96; KCl 2; EGTA 1; Ca-Gluconat . 1 H2O 1,24; HEPES 5; Na-
Piruvato 2,5) para todas os experimentos, pois segundo Kubick et al. (2011) 
cátions como o Mg2+ e o Ca2+ inibem o receptor P2X7, com isso reduzimos a 
concentração do Ca2+ e retiramos o Mg2+ de nossa solução tampão (ND96) . O TA 
(20µM), bloqueador de canais de Cloreto, CaCCs e um potente inibidor do 
receptor de fator de crescimento epidérmico tirosina-quinase (Yang et. al. 2006; 
Martins et al., 2011; Kmit et al., 2013); o NPPB (100 µM), um bloqueador de canais 
de cloreto, bloqueador de bombas de bicarbonato, assim modificando o pH, e 
bloqueador de IOCR e de ORCC e de receptores Fas (Tilmann et al., 1991; 
Kaunitz & Akiba, 2001; Martins et al., 2011; Kmit et al., 2013); e AO1 (20µM), 
bloqueador de CaCCs (Martins et al., 2011; Szteyn et al.,2012; Kmit et al., 2013); 
foram utilizados como inibidores e dois antagonistas do receptor P2X7: HMA 
(40μM) (Hibell et al., 2001), que também atua como um inibidor antiporte Na+/H+ 
(Aredia et al., 2013) e AZ11 (40μM)(Stokes et al. 2006), esse último foi dissolvido 
em ND96 e usado na incubação dos oócitos por 12 horas. Ainda foi utilizado o 
BAPTA-AM (Wei et al., 2001), um quelante intracelular de Ca2+ em ND96, que 
incubamos os oócitos nessa solução 30 minutos antes dos experimentos. 
As correntes foram lidas e analisadas no programa Chart Recorder® 
pelo sistema de aquisição de dados: Power Lab (AD Instruments®), o sinal foi 
amplificado por um amplificador (Warner Instruments, Hamden, CT). Todas as 
experiências foram realizadas à temperatura ambiente (22°C).  
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Figura 10: Dois Setups de TEV 1 e 2. (a)Sistema de perfusão continua contendo um 
béquer adaptado e seringas ligadas a válvulas para abrir e fechar o fluxo, ainda plugados 
em tubos de silicone para chegar ao (b) banho, e plugados ao sistema de (c) sucção para 
descartar as soluções em um erlenmeyer de dois litros adaptado em uma bomba de 
sucção (não mostrada). No banho o oócito era colocado e visualizado pelo (d) 
microscópio (Zeiss) para ser empalado (e). pelos dois eletrodos fixados nos suportes de 
empalhamento. (f) Gaiola de Faraday para reduzir ruídos e interferências externos. 
 
 
Figura 11: Oócito empalado pelos dois eletrodos (corrente e voltagem), no banho 
contendo a solução tampão, com o influxo e efluxo da solução. 
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Figura 12: Dois setups completos de TEVC; a. Setup de perfusão e empalamento 
descrito na figura 10; b. Power Lab., aparelho para transformar os dados analógicos em 
digitais; c. Aparelhos para reduzir ruídos e interferências internas dos sinais coletados; d. 
Amplificados de clamp de oócitos, aparelho principal, com ele checa-se as correntes e 
voltagem dos oócitos empalados, aplica o clamp de voltagem e lê todos os dados 
gerados; e. Computador usando o programa Chart Recorder para leitura e análise de 
dados. 
 
3.4 – Análise de dados 
As correntes geradas foram analisadas no programa Chart Recorder 
(Figura 13), lidas como deltas de correntes (Figura 13g) (∆I), e transferidas a uma 
tabela em Excel e transformadas em condutância (G-µS) calculadas pela lei de 
Ohm: V=IR. De todos os experimentos foram calculadas as médias (ẋ) e os erros 
padrões (SEM) das condutâncias. O Teste T de student, pareado e independente, 
foram aplicado para análise estatística.  
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Figura 13: Início de um experimento em oócitos no programa Chart Recorder. (a) Mostra-
se a escala de Voltagem em mV e (b) a voltagem trasmembranar do oócito pré-clamp e 
(c) pós-clamp ( -40 +60 mV). (d) A voltagem em mV lida pré-clamp. (e) Mostra-se a escala 
da correntes nA (nanoamper) e (f) a corrente próxima de nula em pré-clamp e (g) a 
corrente pós-clamp. (h) A corrente em nA lida em pré-clamp. 
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RESULTADOS 
 44 
4.1 – Ativação do P2X7 superexpressos em oócitos gera altas 
correntes iônicas através da estimulação de 1mM de ATP  
Após o preparo de bons cRNA do hP2X7 e a injeção dos mesmos em 
oócitos já preparados, foram  estimulados com o ATP em concentrações de 10µM, 
100µM, 1mM, mostrou-se o 1mM eficiente para gerar altas correntes iônicas em 
menor tempo. As soluções fisiológicas foram modificadas para uma melhor 
ativação do receptor, retirando o MgCl2 . 6H2O e diminuindo a concentração do 
CaCl2 . 2H2O para 100µM, com isso tendo em mM: NaCl 58,44; KCl 74,56; CaCl2 . 
2H2O 14,702; HEPES 238,3; Na-Pyruvat 110,0. Utilizando 2 grupos, o controle 
negativo, com oócitos injetados com H2O destilada e livre de nuclease e o grupo 
positivo injetado com o mRNA do P2X7, em diferentes tempos de expressão, (2-4 
dias), foram estimulados com ATP 1mM e o grupo controle não gerou correntes. 
Em contraste, o grupo positivo gerou altas correntes iônicas, que foram fortemente 
inibidas pelo TA a 20µM (Figura 14).  
 45 
 
 
 
 
Figura 14: Ativação do P2X7 após estimulação pelo ATP 1mM e inibição das 
correntes pelo Ácido Tânico, na solução com 100µM de Ca2+ e sem MgCl2. (a) 
Correntes/Voltagem obtidas em controle negativo e (b) P2X7. Traçados originais do 
(c) controle negativo e (d) P2X7. (e) Resumo em barras das condutâncias geradas 
pela estimulação do ATP. Média ± S.E.M. (número de células). “*” Denota aumento 
significativo, p< 0,05, teste t pareado. “#”Denota aumento significativo quando 
comparado à ativação pelo ATP entre os grupos. P< 0,05, teste t independente. 
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4.2 – Inibindo as correntes geradas pelo P2X7 
Nós testamos dois antagonistas do P2X7, o HMA a 40μM  que inibiu 
significativamente as correntes geradas após a estimulação pelo ATP (1mM) (∆G 
= 405,48 ± 65,97 versus 154,53 ± 15,97 µS (n=4) (Figura 15a), e incubamos os 
oócitos injetados durante a noite com o antagonista AZ11645373 (40μM) que 
também inibiu significativamente essas correntes (∆G = 695,26 ± 96,35 versus 
265,66 ± 73,07 µS (n=8-17) (Figura 15b). Foram testamos outros três inibidores 
promissores para essas correntes geradas, o TA (20µM) (∆G = 427,54 ± 48,49 
versus 161,18 ± 20,23 µS (n=9) (Figura 15), o NPPB a 100µM  (∆G = 524,84 ± 
77,56 versus 256,32 ± 50,62 µS (n=8)  e também o AO1 a 20µM  (∆G = 530,57 ± 
66,68 versus 531,01 ± 68,90 µS (n=8)  que mostraram, com exceção do AO1, 
inibidores significantes para essas correntes (Figura 15c). Esses dados nos 
mostram que realmente estávamos inibindo correntes geradas pelo P2X7, 
utilizando dois potentes antagonistas para o P2X7: o HMA e o AZ11645373. Dados 
também representam que o Cloreto esta fortemente presente nelas, pois foram 
fortemente inibidas por inibidores de Cl-, porem não pelo AO1, evidenciando que 
não ativamos CaCCs. 
 
4.3 – A cauda C-terminal é necessária para o receptor P2X7 gerar 
altas correntes iônicas 
Analisamos duas mutações do P2X7 em oócitos, uma de truncamento e 
uma mutação (E496AK2) na cauda C-terminal, e ainda outra proteína com um tag 
na cauda C-terminal. Após estimular com o ATP a 1mM, ambas as mutações, 
truncada e E496AK2 geraram uma corrente significativamente menor do que a do 
controle positivo, mas ainda significativamente maiores que a do controle negativo 
(Figura 15d), assim indicando que a cauda C-Terminal é extremamente necessária 
para gerar essas altas correntes iônicas. Notavelmente, a proteína com o tag 
gerou também correntes significativamente inferiores do que a do controle 
positivo, entretanto ainda maiores que a do controle positivo (Figura 15e). Com 
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isso o C-terminal mostrou-se extremamente necessária para o funcionamento do 
canal iônico. 
 
4.4 – O Ca2+ extracelular é necessário para o receptor P2X7 gerar 
altas correntes iônicas 
Incubando os oócitos em BAPTA AM, um quelante de cálcio intracelular, por 30 
minutos antes da realização do experimento, mostrou-se não interferir nas 
correntes geradas pelo P2X7 pela estimulação do ATP 1mM, entretanto após retirar 
o Ca2+ da solução tampão (ND96) as correntes geradas foram reduzidas 
significativamente em comparação com o controle positivo, mesmo após a 
incubação com em BAPTA AM (Figura 16). Nota-se que no resumo de barras 
Figura 15: Inibição das condutâncias geradas pelo P2X
7
 com dois antagonistas (a) HMA 
(40µM) e (b) AZ11645373 (40µM). (c) dois bloqueadores de canais de cloreto AO1 
(20µM) e o NPPB (100µM). (d) Uma mutação na cauda C-terminal E496AK2 gerando 
uma condutância do ATP significativamente menor do que o grupo controle positivo; e (e) 
P2X
7
 His, uma tag colocada na cauda C-terminal e P2X
7 
His Tr uma tag e o truncamento 
da cauda C-terminal “*” Denota uma redução, p< 0,05, teste t pareado, “#”Denota uma 
redução significativa quando comparado à condutância do controle positivo, p< 0,05, teste 
t independente. 
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(Figura 16b) ocorreu uma drástica redução nas correntes geradas na ausência do 
Ca2+ extracelular.  
 
  
 
 
Figura 16: Correntes geradas em oócitos superexpressos com cRNA do P2X7 
estimulada por 1mM de ATP em 4 grupos, i) com 100µM de Ca2+ extracelular, ii) com 
100µM de Ca2+ extracelular e incubados com BAPTA AM, iii) com 0 de Ca2+ extracelular 
e iv) com 0 de Ca2+ extracelular e incubados com BAPTA AM. (a) Traçados originais e 
(b) resumo em barras das condutâncias. “#” Denota uma redução significativa quando 
comparado aos grupos sem Ca2+ extracelular p< 0,05, teste t independente. 
i ii iii iv 
i ii iii iv 
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4.5 – Substituições de íons Na+ e Cl- regulam as correntes geradas 
pelo P2X7 
Preparamos duas soluções diferentes, uma com NMDG para substituir 
o sódio (Na
+
), em nM: NMDG 195,2; HCl 1 mol/l; KCl 74,56; CaCl2 . 2H2O 14,702; 
HEPES 238,3; Na-Pyruvat 110,0; e o Gluconato para substituir o Cl-, em nM: Na-
Gluconat 218,13; KCl 74,56; Ca-Gluconat.1H2O 21,52; HEPES 238,3; Na-Pyruvat 
110,0; e mostraram uma mudança e redução significativa nas correntes geradas, 
principalmente com a substituição de Na+ pelo NDMG (Figura 17). Notavelmente a 
mudança causada na corrente pela substituição iônica, mostra-se interessante, 
pois a ausência de Cl- deveria mudar apenas a corrente iônica para fora e ocorre 
em ambas, e já a ausência de Na+ deveria mudar a corrente iônica para dentro, o 
que demonstra maior mudança, mas também ocorreu em ambas. 
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Figura 17: Efeito da substituição dos íons Cloreto e Sódio por Gluconato e NMDG na solução 
tampão em correntes geradas em oócitos superexpressos com cRNA do hP2X7 estimulada por 
1mM de ATP. a) Traçado original G=Gluconato e N=NDMG; b) Curvas I/V; c) Resumo em 
barras das condutâncias do ATP na reposição iônica. “*” Denota uma redução significativa 
quando comparado com o controle, p< 0,05, teste t pareado. 
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5.1 – Ativação do P2X7 superexpressos em Oócitos gera altas 
correntes iônicas através da estimulação de 1mM de ATP 
Correntes iônicas geradas através do P2X7 em oócitos já foram 
descritas em outros estudos, alegando que é possível gerar o poro (Paukert et al., 
2002) ou que não é possível gera-lo (Petrou et al.,1997). Neste estudo nós 
demonstramos que o P2X7 em oócitos é capas de gerar altas correntes iônicas e 
que são bloqueadas por antagonistas do P2X7 e por outros bloqueadores, como o 
TA e o NPPB, dois compostos que inibem correntes de cloreto (Martins et al., 
2011; Szteyn et al.,2012; Kmit et al., 2013). E ainda demonstramos que o 
Terminal-C da proteína e o cálcio extracelular são importantes para gerar essas 
correntes. Conforme já foi descrito o Mg2+ nas soluções salinas inibi parte do 
funcionamento canal, como também as concentrações normais de Ca2+ 
(Supernant et al.,1996), com isso neste estudo usamos soluções tampões com 
0.1mM de Ca2+ e 0 Mg2+, para termos um melhor funcionamento do canal. 
Experimentos foram realizados com soluções tampões nas concentrações normais 
de Ca2+ e Mg2+ (∆G = 208,51 ± 58,77 (n=13) e nas concentrações normais de Ca2+ 
e 0 Mg2+ (dados não mostrados) não obtendo melhores resultados do que os 
encontrados. Já é sabido que baixas concentrações de Ca2+ desestabilizam a 
membrana, porem em células grandes, como os oócitos, não são tão agressivos 
como em células de mamíferos, apesar de registrarmos um aumento continuo e 
significante quando substituímos a solução tampão normal para a com 0.1mM de 
Ca2+ e 0 Mg2+ (∆G = 5,03 ± 0,64 versus 26,45 ± 4.47 µS (t=5min)(n=9). 
5.2 – Inibindo as correntes geradas pelo P2X7 
Existem diversos antagonistas do P2X7 (Kmit et al., 2013; Hibell et al., 
2001) e neste estudo usamos dois antagonistas potentes para o P2X7 humano: o 
HMA (40µM), que inibiu significativamente as correntes geradas pelo estimulo do 
ATP 1mM e o AZ11645373 (40µM), que após incubarmos durante a noite os 
oócitos expressando o P2X7, inibiu significativamente as correntes geradas pelo 
estimulo do ATP 1mM quando comparadas com os oócitos não incubados com o 
antagonista. Através desses dados concluímos que o hP2X7 é inibido por esses 
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potentes antagonistas em oócitos. Outros três compostos foram utilizados na 
tentativa de bloquear as correntes, o TA (20µM) e o NPPB (100µM) que 
significativamente inibiram essas correntes, mesmo sendo descritos como 
inibidores de canais de cloreto (Martins et al., 2011; Szteyn et al., 2012; Kmit et al., 
2013), o que é muito interessante, podendo supor que canais de cloreto podem 
fazer parte dessas enormes correntes iônicas não seletivas, mas por outro lado o 
AO1 (20µM), um inibidor de CaCCs (Martins et al., 2011), não teve um grande 
efeito nessas correntes, apenas uma inibição rápida no aumento das correntes 
(cerca de 10s), porém isso ocorreu apenas quando as correntes ainda não 
estavam em seu platô. Isso nos trás algumas suposições de como essas correntes 
são geradas, se partirmos da hipótese de que o P2X7 comunica-se com outras 
proteínas para formar o poro, seja através do cálcio ou do C-Terminal, essas 
proteínas possam ser canais de cloreto, porém não CaCCs. Mas supondo que o 
poro não foi formado, e apenas o canal iônico P2X7 está ativo, essa enorme 
corrente iônica pode ter sido gerada apenas pela grande quantidade de canais 
expressos na membrana (Paukert et al., 2002; Becker et al., 2008; Smart et al., 
2002). 
5.3 – A cauda C-terminal é necessária para o receptor P2X7 gerar 
altas correntes iônicas 
Após testar três morfologias distintas do C-terminal do hP2X7: o Tag His, 
o truncamento e uma mutação; levando o fato de que o C-terminal, por ser mais 
longo no P2X7 do que comparados com outros de sua família P2X2 (Supernant et 
al., 1996), esta diretamente envolvido nas altas correntes iônicas não seletivas 
geradas. O P2X7 His Tag gerou uma condutância bem menor do que ao do P2X7, 
sendo uma surpresa, já que não esperávamos que uma Tag His no final da 
proteína mudaria tanto a sua eficiência, porém já foi descrito algo parecido em 
outro estudo em Becker et al. (2008). O mesmo aplica-se para o truncamento His 
do C-terminal (P2X7 His Tr), e para a mutação E496AK2, gerando ainda menores 
condutâncias, porém ainda sim, significativamente maiores que as do controle 
negativo (Stokes et al., 2006). Segundo Smart et al.(2002) o C-terminal é 
necessário para gerar o poro, e que conseguimos gera-lo em nossos 
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experimentos, as duas estruturas geraram condutâncias maiores que a do controle 
negativo devido ao fato do canal estar ativo, e transportar os íons Na+,Ca2+ 
(influxo) e K+ (efluxo), entretanto não foi possível gerar o grande poro, podendo 
ser pelo fato do P2X7 precisar do C-terminal para conseguir interagir-se com outras 
proteínas e gerar o poro, seguindo a hipótese do P2X7 interagir com outros canais 
para gerar o poro membranar não seletivo (Smart et al., 2003; Locovei et al., 
2007). Como visto em, Smart et al. (2002) o C-Terminal é necessário para o P2X7 
ter expressão na superfície da célula, o que essas menores condutâncias seria 
apenas pelo numero reduzido de canais na membrana, explicando assim o fato 
dos três grupos testados terem menores condutâncias. Dados que serão testados 
futuramente, para comprovação dessa hipótese levantada. 
5.4 – O Ca2+ extracelular é necessário para o receptor P2X7 gerar 
altas correntes iônicas 
O influxo de Ca2+ pode ativar diversos mecanismos em uma célula, 
porém as altas concentrações levam a célula a apoptose, ou morte celular (Bianco 
et al., 2006; Sun, 2010). Nós demonstramos que diferentemente dos receptores 
P2Y, que utilizam o Ca2+ de estoques intracelular (Ralevic et al., 1997; Deli et al., 
2008), o P2X7, para gerar altas condutâncias iônicas, necessita principalmente do  
Ca2+ extracelular, já que ao retira-lo da solução tampão, as correntes geradas 
foram menores, mesmo incubando os oócitos com o BAPTA-AM. Notavelmente 
nesse grupo de experimentos obtivemos as maiores condutância quando 
comparados aos outros dados nos controles positivos (com 0.1mM Ca2+), e no 
grupo livre de Ca
2+
 as correntes geradas foram semelhantes em correntes 
geradas com as de outros experimentos que realizamos, mas em comparação 
com os grupos de controle positivo, mostraram-se bem menores. Este fato das 
altas correntes pode ser explicado por um grupo de oócitos mais maturados, ou 
mesmo pela injeção de mais quantidade do cRNA ou mais recente preparado (não 
estocado à -80ºC). Mas apesar dessas altas correntes, não podemos excluir que o 
Ca2+ extracelular é importante para gerar altas correntes iônicas. 
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5.5 – Substituição de íons Na+ e Cl- regulam as correntes geradas 
pelo P2X7  
Ao substituir os íons de Na+ e Cl- por NMDG e gluconato, 
respectivamente, da solução tampão encontramos uma redução nas correntes, 
principalmente pelo NMDG (Iglesias et al., 2008; Kubick et al., 2011). Uma 
possível explicação para este fato é a competitividade iônica para atravessar o 
canal, ou seja, a dificuldade que íons de diferentes formas e tamanhos levam para 
atravessar o canal já aberto, já que o NMDG e o gluconato são moléculas maiores 
do que o Na+ e o Cl-, porem ao nível do poro, essas moléculas não deveriam ter 
dificuldades para atravessar a membrana, podendo subentender que o poro não 
foi gerado. Outra é que nessas corrente iônicas os íons sódio e cloreto estão 
presentes e a substituição do mesmo causa uma redução da troca de íons. 
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CONCLUSÕES 
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Nós concluímos que os oócitos de Xenopus laevis que expressam 
hP2X7 produzem altas correntes não seletivas após estimulação com 1mM de  
ATP. Que a sua ativação requer o Ca2+ extracelular e a cauda C-terminal da 
proteína. O NPPB e o Ácido Tânico mostraram-se potentes inibidores dessas 
correntes. E finalmente, que as correntes do P2X7 são reguladas por cátions (Na
+) 
e ânions (Cl-) extracelulares. 
Neste estudo não foi comprovado que o hP2X7, ao ser estimulado 
continuamente pelo ATP, é capaz de gerar um poro em oócitos de Xenopus, o que 
nos leva a realizar um estudo mais específico para validar a hipótese de que 
essas altas correntes foram geradas pela formação do poro ou simplesmente 
foram geradas pela enorme quantidade de proteínas expressas na membrana. 
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